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类紫杉醇脂质体体外释放的桨膜结合分析法研究
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摘 要 体外释放度是评价脂质体制剂质量的重要指标，目前各国药典中均未收载脂质体体外释放度评价方法，致使脂质

体质量评价缺乏统一标准和无法提供安全性保障。本研究以自制类紫杉醇脂质体为例，通过优化外部释放条件建立的桨

膜结合法模拟了在生理条件下类紫杉醇药物 12 h的释放情况，结果表明以 0. 5% SDS-HEPES 作为释放介质，采用截留分子

量为 1 000 kD的透析袋对脂质体水溶液进行释放的结果满足要求，且具有区分能力，为载药脂质体体外释放方法开发提供

参考。
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In vitro release of paclitaxel derivative liposome by paddle membrane bind⁃
ing assay
ZHENG Yuting, HONG Tao, XU Kehui, WEN Minghao, YANG Jixue, WU Mengying, HANG Taijun, SONG Min*

Department of Pharmaceutical Analysis, China Pharmaceutical University, Nanjing 210009, China

Abstract The in vitro release is an important index to evaluate the quality of liposome formulation. Currently, 
there is no evaluation method for the in vitro release of liposome in pharmacopoeia of various countries, which 
leads to the lack of unified standard and safety guarantee for the quality evaluation of liposome formulation. Tak⁃
ing the self-made paclitaxel derivative liposomes as an example, the paddle membrane binding method estab⁃
lished by optimizing external release conditions was used to simulate the complete release of paclitaxel derivative 
drugs in 12 hours under physiological conditions. The results showed that using 0. 5% SDS-HEPES as the re⁃
lease medium and a dialysis bag with a molecular weight cutoff of 1 000 kD to release the liposome solution met 
the requirements and had discrimination ability, providing a reference for the development of drug-loaded lipo⁃
somes release methods in vitro.
Key words in vitro release of liposome; dialysis method; paclitaxel derivative liposome; paddle membrane 

binding assay
脂质体是由一个或多个磷脂双分子层包裹核

心水相组成的球形囊泡，它们独特的两亲性使其

能够装载各种疏水或亲水的生物活性物质，具有

靶向性、生物利用度高、提高药物稳定性、降低药

物毒性等优势。由于药物临床试验的成本高、风

险大，通过体外释放来预测体内行为，可以降低脂

质体药物临床失败的风险。1997 年，美国食品药

品监督管理局发布的《口服缓释剂型:体外/体内相

关性的开发、评价和应用》（Extended Release Oral 
Dosage Forms: Development, Evaluation, and Applica⁃
tion of In vitro/In vivo Correlations）指南中揭示了体

外溶出度检测的重要意义：（1）提供过程控制和质
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量保证；（2）确定产品随时间的稳定释放特性；（3）
利于监管决定[1]。释放度不仅能区别不同处方或

组成的制剂，还在一定程度上反映了药物的安全

性有效性，故体外释放是脂质体药物的关键质量

控制项目之一[2]。
本研究针对创新药物类紫杉醇脂质体冻干粉

制剂进行研究。类紫杉醇新药化学结构与紫杉醇

和多西他赛相似，均具有相同的 10-脱乙酰基巴卡

丁Ⅲ母核，且三者抗肿瘤机制相同，均主要作用于

微管和微管蛋白系统从而起到抗肿瘤的作用。由

于类紫杉醇的疏水特征，将其包裹在由磷脂、胆固

醇合成的膜层结构中制成脂质体，可有效降低增

溶剂导致的不良反应。本品预期体内释放时间为

12 h。在分析现有体外释放方法的优缺点基础上，

结合本品的特点，进行了分析测定方法的开发。

离心超滤法效率高、设备成本低、操作快速；

固相萃取法对脂质体和游离药物的分离度较高，

可有效去除干扰物质，灵敏度高[3]，在体外释放研

究中也有应用[4-5]。因此本研究分别采用了离心超

滤法、固相萃取法以及透析袋与溶出桨法结合的

方法对类紫杉醇脂质体制剂进行释放度考察。最

终发现将透析袋与溶出桨法结合效果最佳，简称

为桨膜结合法，并对该方法进行了条件优化。

1 材 料 

1. 1　试药与试剂

自制类紫杉醇原料药（批号：191104，定量核

磁标定纯度 97. 75%）；自制类紫杉醇脂质体冻干

粉（批号：210302、210303、210304，每支 20 mg）。

乙腈、甲酸、硫酸、甲酸铵（分析纯，南京化学

试 剂 股 份 有 限 公 司）；4- 羟 乙 基 哌 嗪 乙 磺 酸

（HEPES）、十二烷基硫酸钠（SDS）（分析纯，美国

Sigma-Aldrich 公司）；吐温-80（化学纯，南京化学试

剂股份有限公司）；三乙胺（分析纯，国药集团化学

试剂有限公司）；牛血清白蛋白（上海碧云天生物

技术有限公司，批号：ST023-50 g）；Amicon® Ultra-

0. 5 超滤离心管（美国 Millipore 公司，规格：30 K）；

Oasis HLB 30 μmol/L 固相萃取柱（美国 Waters 公

司，规格：60 mg/3 cc）；普通型透析袋 3. 5 kD（批号：

MD3525），普 通 型 透 析 袋 8 ~ 14 kD（ 批 号 ：

MD1425），纤 维 素 透 析 袋 100 kD（ 批 号 ：

SP131414），以上透析袋均购自上海源叶生物科技

有限公司；即用型透析袋 1 000 kD（美国光谱医学

公司，批号：131492）；0. 45 μm 水系滤膜（天津津腾

试验设备有限公司）；0. 22 μm 水系滤膜（上海新亚

净化器件厂）。

1. 2　仪 器

LC-2010C HT 高效液相色谱仪（日本岛津公

司）；BS 110S 型电子分析天平、BS 21S 型电子分析

天平，PB-10 普及型 pH 计（德国 Sartorius 公司）；

ZRS-8G 智能溶出试验仪（天津大学无线电厂）；

MZY-UR30VF 实验室超纯水机（南京妙之仪电子

科技有限公司）；KH-250DB 型数控超声波清洗器

（昆 山 禾 创 超 声 仪 器 有 限 公 司）；Zetasizer Nano 
ZS90 激 光 粒 度 分 析 仪（英 国 Malvern Instruments
公司）。

2 方法与结果 

2. 1　释放方法的选择

将类紫杉醇脂质体均匀分散于 HEPES 缓冲液

中，加入三乙胺硫酸盐后置 37 ℃水浴中振荡。在

适当时间点吸取溶液 0. 5 mL，置于超滤离心管，以

14 500 r/min 转 速 离 心 30 min 或 加 在 预 处 理 的

Oasis 固相柱上分离脂质体与游离药物。

离 心 超 滤 法 在 48 h 释 放 度 仅 为（22. 48 ± 
7. 45）%（ n = 6），考虑可能是脂质体释放的游离药

物不溶于 HEPES 释放介质，导致离心时无法透过

滤膜孔径，而留在了膜内，使释放度测量不准。故

取适量原料药用含 0. 5% 吐温 80 的 HEPES 释放介

质溶解后按上述超滤离心法处理，测得结果发现

超滤膜对游离药物存在着显著吸附。游离药物留

在了膜内，而未滤过膜外。即使采用游离药物对

超滤膜进行预饱和，也不能有效消除其吸附作用，

使得数据测定无法客观准确。

固 相 萃 取 法 48 h 释 放 率 为（24. 5 ± 5. 42）%
（ n = 6），分析原因可能是游离药物与 SPE 小柱在

预处理过程中引入的牛血清白蛋白结合，导致在

淋洗步骤时以药物-蛋白结合形式被洗脱下来造成

损失。实验发现三乙胺硫酸盐作为释放剂，主要

是增大内水相渗透压使内水相中的药物释放，而

对于分布在脂质双分子层中的类紫杉醇药物，是

否加入三乙胺硫酸盐对其释放无影响。

2. 2　透析袋截留相对分子质量的选择

裁取 6 cm 左右透析袋，两端以配套的透析夹
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夹紧并用牛皮筋固定于溶出桨上，照高效液相色

谱法（《中华人民共和国药典》2020 版四部通则

0512 项下高效液相色谱法）测定。由表 1 可知透析

袋内脂质体水溶液上样体积为 0. 5 mL 和 1 mL 释

放最好 ，更换表面活性剂后 24 h 释放量明显变

大，表明 SDS 比吐温 80 更能增大脂质体表面磷脂

双分子层的流动性。同时也反映了透析袋截留

相对分子质量太小导致药物不能透过的问题，使

用 1 000 kD 的透析袋为最佳。

2. 3　释放介质的选择

在透析袋内脂质体水溶液的上样体积为 1 mL
时 ，如 图 1 所 示 ，分 别 比 较 了 0. 1%、0. 3%、0. 5% 
SDS 的 PBS 缓 冲 液 和 0. 1%、0. 3%、0. 5% SDS 的

HEPES 缓冲液作为介质的释放情况，由于 0. 5% 
SDS 相较于更低浓度的 SDS，HEPES 缓冲液相较于

PBS 缓冲液更能满足预期时间的体内释放要求，因

此选定 SDS 浓度为 0. 5%、释放介质为 HEPES 缓

冲液。

2. 4　透析袋内脂质体水溶液上样体积考察

由表 2 可知在 0. 5 mL 上样时累积释放度的

RSD 整体小一些，而且释放更快。考虑到当上样

体积过小时可能会导致移取溶液的误差变大，重

复性变差，从而使 RSD 增大，故选定脂质体水溶液

上样体积为 0. 5 mL 的条件下对溶解冻干粉的水溶

液体积进行考察。

2. 5　脂质体冻干粉溶解体积考察

释放度考察中一般要求靠前时间点累积释放

度的 RSD 可稍大一些（应在 20% 以内），其后各时

间点的 RSD 应在 10% 以内，由表 3 所示，20 mL 比

30 mL 更 符 合 规 定 。 故 最 终 优 化 条 件 为 以

0. 5%SDS 的 HEPES 作为释放介质，20 mL 纯化水

溶解脂质体冻干粉，透析袋内脂质体水溶液上样

0. 5 mL 进行释放。

2. 6　体外释放测定结果

测定方法见“2. 2”项。类紫杉醇脂质体在 0. 5，

1，2，4，6，8，12 h 的累计释放速率分别为（3. 71 ± 
0. 68）% 、（11. 44 ± 1. 85）% 、（35. 39 ± 4. 62）% 、

（78. 48 ± 2. 82）% 、（91. 79 ± 2. 65）% 、（97. 28 ± 
3. 3）%和（102. 83 ± 2. 96）%（ n=6）。

2. 7　批间重复性考察

3 批脂质体制剂在 12 h 内释放稳定，批次间一

Table 1　In vitro release results of liposomes with dialysis bag in different molecular weight cut-off at 24 h
Release medium

0.5% Tween 80 PBS

0.5% SDS PBS

Molecular weight 
cut-off / kD

3.5
8-14
100
100

1 000

Sample volume of liposome aqueous solution/%
0.5 mL
10.90
14.71
15.23
60.71
98.57

1 mL
12.20
10.72

6.13
44.19
92.31

2.5 mL
2.19
3.74
3.84

20.16
70.74

3 mL
2.37
7.16
3.38

40.41
56.44

5 mL
6.19
1.62
2.91

10.77
36.11

8 mL
3.39
1.10
2.06

16.22
8.01

Figure 1　　 In vitro drug release curves of paclitaxel derivative lipo⁃
somes in different dissolution media （x̄ ± s, n = 3）

Table 2　In vitro release results of liposomes with 0. 5 mL and 1 mL of aqueous solution in dialysis bag (x̄ ± s, n = 3)
Liposome aqueous 

solution / mL
0.5
1

Accumulative release/%
0.5

1.26 ± 0.23
0.94 ± 0.47

1
3.89 ± 0.47
2.38 ± 0.93

2
9.91 ± 2.11
6.44 ± 0.71

4
30.08 ± 6.63
16.38 ± 2.61

6
57.1 ± 8.63

33.67 ± 4.24

8
80.88 ± 2.76

57.4 ± 6.75

12 h
95.47 ± 0.91
90.64 ± 4.77
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致性良好，如图 2 所示。自制类紫杉醇脂质体整体

释放缓慢，无突释现象，6 h 后累计释放率逐渐达到

平台。

2. 8　区分能力考察

药物释放时间依赖于磷脂含量，磷脂含量越

高，药物释放越慢。释药曲线差异源于两种处方

中药脂比不同，由于处方 1 中磷脂含量比处方 2 约

低 9%，故在 12 h 内释放速率较高。图 3 表明，本方

法对不同处方的脂质体体外释放具有区分能力。

2. 9　不同pH条件考察

由于脂质体进入体内会受到巨噬细胞和外周

巨细胞的吞噬，这些细胞会产生酸性和其他物质

以加速脂质体降解，使细胞与脂质体界面的 pH 小

于 7，故考察了释放介质在 pH 6. 5 和 pH 7. 4 条件

下药物释放情况。结果见图 4。4 h 前 pH 6. 5 释放

得快，4 h 后 pH 7. 4 释放略快于 pH 6. 5，释放曲线

的差异反映了介质 pH 对脂质体体外释放的影响，

提 示 体 内 环 境 变 化 对 脂 质 体 体 内 释 药 可 能 的

作用。

3 讨 论 

本研究为建立类紫杉醇药物在 12 h 内从脂质

体中完全释放的方法，在释放方法、透析袋截留相

对分子质量、透析袋膜材和表面活性剂等多个方

面进行了优化，结果表明类紫杉醇脂质体在体外

具有良好的缓释作用。该方法可用于评估非水溶

性药物脂质体制剂的体外扩散动力学、测试产品

质量的一致性、建立体外/体内行为的相关性，为脂

质体制剂评价影响药物质量的工艺变更提供有用

的反馈。

3. 1　透析袋截留相对分子质量的确定

Xu 等[6]提出在脂质体不能透过的前提下，透

析袋的截留相对分子质量应为药物相对分子质量

的 100 倍，否则会使透过效率变低。然而，实验结

果表明 100 kD 的透析袋也未达到相对分子质量

约为 1 000 的类紫杉醇期望的释放量，为使药物尽

快释放，继续考察更大孔径的透析袋。经测定类

紫杉醇脂质体粒径为（93. 81 ± 1. 722）nm，美国光

谱医学 1 000 kD 透析袋的孔径大约为 70 nm，对于

本研究中粒径分布集中在 75 ~ 150 nm 的类紫杉

Figure 3　　In vitro drug release curves of paclitaxel derivative liposome 
with different formulas （x̄ ± s, n = 6）

Table3　In vitro release results of liposomes with 20 mL and 30 mL of purified water in penicillin bottle(x̄ ±  s, n = 3)

Purified water/mL
20
30

Accumulative release/%
0.5

3.45 ± 0.54
3.07 ± 0.21

1
10.46 ± 1.33

11.3 ± 0.99

2
34.97 ± 5.16
39.34 ± 2.36

4
72.77 ± 5.83
66.4 ± 5.84

6
89.19 ± 2.13
79.29 ± 8.57

8
94.69 ± 3.69
81.74 ± 13.45

12 h
99.99 ± 3.67
93.16 ± 12.68

Figure 2　　In vitro drug release curves of different batches of paclitaxel 
derivative liposome （x̄ ± s, n = 6）

Figure 4　　In vitro drug release curves of paclitaxel derivative liposome 
under different pH conditions （x̄ ± s, n = 6）
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醇脂质体不能通过，只有当类紫杉醇药物从脂质

体中释放出来进入溶液中时才能进行扩散，因此

本研究中选用的 1 000 kD 透析袋符合预期释放

要求。

3. 2　透析袋膜材比较

试验中尝试了不同品牌、不同孔径的纤维素

酯膜（cellulose ester, CE）和再生纤维素膜（regener⁃
ated cellulose, RC），如表 4 所示，再生纤维素膜作

为亲水性膜不会对类紫杉醇造成吸附，然而其无

法使脂质体达到 12 h 完全释放。虽然纤维素酯膜

对类紫杉醇药物有吸附 ，但是试验表明可通过

0. 5% SDS 的水溶液洗涤数次以消除药物残留。

3. 3　表面活性剂的选择

在桨膜结合法的介质选择方面，基于自制类

紫杉醇药物的非亲水性特征，考虑在释放溶液中

加入表面活性剂来增大磷脂膜流动性促进药物释

放。拟定表面活性剂须满足 3 点要求：一是符合漏

槽条件；二是要达试验预期释放量；三是表面活性

剂的浓度要尽可能低以更好模拟体内生理环境。

实验测得 SDS 对类紫杉醇原料药的浸润性较好，

能明显增加原料药在水性介质中的溶解度，比吐

温 80 更能促进类紫杉醇药物释放，故 SDS 适合作

为类紫杉醇脂质体体外释放试验的表面活性剂。

4 结 语 

近年来脂质体技术迎来新的突破，例如脂质

纳米粒、长循环脂质体、pH 敏感脂质体、温度敏感

脂质体、磁性脂质体和免疫脂质体等[7]。由于包载

药物性质及脂质体制剂功能的不同，体外释放方

法不一而足。触发释放行为、分离包封与游离药

物、检测分析手段是开发释放方法需要考虑的 3 个

因素。透析法[8-14]是目前最受热衷的方法，然而对

于快释制剂，药物跨越透析膜可能是限速步骤[15]。
无透析袋的取样分离法[4,16-18]需要保证脂质体与游

离药物分离完全；不使用分离手段而直接检测药

物释放的电化学法[19]、荧光法[20-21]则要求药物具备

检测特殊性。透析适配器技术[2]和分散释放器技

术[22-23]已经被证明改善了膜渗透限速的影响，且使

用了药典规定的溶出设备，为体外释放仪器的商

业化生产、规范化使用、制定质量标准提供参考。

实验中发现，透析袋质量参差不齐，必要时应对透

析袋进行筛选比较。透析膜的截留相对分子质量

和仪器自动化程度限制了脂质体释药试验的进一

步优化。药物体外扩散研究方法的选择需要结合

具体药物分析，从而推动配方开发、临床治疗和结

果预测。
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